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Resumen

El trabajo se desarrolld en el laboratorio de produccion de
medios bioldgicos de la Estacion Experimental Agro-Forestal
de Tercer Frente, durante el periodo 2011 al 2016, el cual tuvo
como objetivo lograr la produccion in vivo del nematodo
entomopatogeno (Heterorhabditis sp.) y su introduccion
en la base productiva. Para la obtencion de los nematodos
entomopatdgenos (NEP) se utilizé como organismo susceptible
la larva del insecto Galleria mellonella, ya que resulta uno de
los mas apropiados para su desarrollo. La cria de G. mellonella
se inicié con un indculo constituido por larvas, obtenidas de
colmenas en los apiarios, las que se llevaron al laboratorio para
iniciar el ciclo productivo, utilizando una dieta elaborada a base
de salvado de trigo, soya, maiz y miel de abeja, conservandose
a una temperatura entre 25 °C y 30 °C. Con la tecnologia y el
manejo empleados se logrd la estabilidad productiva de los
dos organismos, obteniéndose entre 1250 a 1300 larvas de
G. mellonella/kg de dieta, con solo una mortalidad del 3 %. A
partir de las larvas logradas se produjeron 50 000 millones de
NER, que fueron aplicados en dreas de 15 entidades de la base
productiva. Los altos niveles de produccion de G. mellonella
alcanzados permitieron generar ingresos entre 10 540,00 a
78 633,00 CUP durante el periodo evaluado, lo que garantizo
la sostenibilidad econdmica del proceso productivo.

Palabras clave: Galleria mellonella, Heterorhabdlitis sp., crias
masivas, nemdtodos entomopatdgenos, Hypothenemus hampei.
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Abstract

The work was developed in the laboratory of production of
biological means of the Estacion Experimental Agro-Forestal of
Tercer frente, during 2011 at 2016 period; which had as objective
to achieve the in vivo production of the entomopathogen
nematode (Heterorhabditis sp.) and their introduction in the
productive base. For the obtaining of the entomopathogen
nematodes (NEP) it was used as susceptible organism the
larva of the Gallleria mellonella insect, since it is one of the most
appropriate for their development. The raising of G. mellonella
began with an inoculums constituted by larvae, obtained
of beehives in the apiary, the same ones were taken to the
laboratory to begin the productive cycle, using an elaborated
diet with the help of wheat bran, soybean, corn and bee
honey; being conserved to a temperature among 25 °C-30 °C.
With the technology and the used handling was achieved the
productive stability of the two organisms, obtaining among
1250 to 1300 larvae of G. mellonella/Kg of diet, with alone a 3 %
of mortality. Starting from the achieved larvae 50 000 millions of
NEP took places that were applied in areas of 15 entities of the
productive base. The high levels of production of G. mellonella
reached allowed generating revenues among 10.540,00 to
78.633,00 CUP during the evaluated period, what guaranteed
the economic sustainability of the productive process.

Key words: Galleria mellonella, Heterorhabditis sp., massive
raising, entomopathogen nematodes, Hypothenemus hampei.
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Introduccion

La adopcién del control bioldgico constituye un proce-
so complejo y prolongado que requiere de esfuerzos inte-
grados y constantes de personas preparadas para su faci-
litacién, asi como de politicas agrarias que lo favorezcan,
pues para su incorporacion al manejo de las plagas debe
competir con la utilizacion de los plaguicidas sintéticos
(Funes y Vazquez, 2016). Sin embargo, el desarrollo y apli-
cacion de agentes biocontroladores adquiere importancia
como alternativa en el desarrollo de una agricultura sos-
tenible debido a sus efectos positivos sobre el medio am-
biente, ya que la utilizacion masiva de los productos quimi-
cos para el control de plagas es uno de los problemas mas
graves en materia ecoldgica; el uso de estos perjudica a
la flora, fauna y los recursos hidricos, pero sobre todo a la
salud humana (Lanza et al., 2007).

El empleo de los nematodos entomopatogenos (NEP)
es considerado una alternativa promisoria en el control
de plagas agricolas, pecuarias y en aquellas que afec-
tan instalaciones industriales (Boemare, 2002, citado por
Saenz, 2005 y Gianfelici y col., 2014). Estos organismos
poseen una buena eficiencia, y su uso en Cuba esta ex-
tendido a zonas agricolas en todo el territorio nacional
(Rodriguez y col., 2012).

Aunque han sido empleados con muy buena efectividad
en el control de la broca del café (Hypothenemus hampei),
también se han reportado ampliamente como biocontrol de
diversas plagas en todo el mundo, como el barrenador de
las raices de la palma, Sagalassa valida (Ortiz et al., 1994);
sobre el caracol manzana, Pomacea canaliculata (Salcedo,
2013); el cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda (An-
dald et al., 2012); la oruga de las leguminosas, Anticarsia
gemmatalis (Gianfelici y col., 2014); la polilla guatemalteca,
Tecia solanivora en la papa (Argotti y et al., 2010); el esca-
rabajo japonés, Popillia japonica (Poinar et al., 1987); sali-
vazo de la caha de azucar, Aeneolamiavaria (Rosero, 2011);
capachito de los frutales (Asynonychus cervinus); cabrito
del duraznero (Aeghorinus superciliosus); gorgojo de los in-
vernaderos (Otiorhynchus sulcatus); polilla de la manzana
(Cydia pomonella). También se ha reportado su efecto en
hormigas, trips, gusanos cortadores, polillas y grillos (Mari-
no y France, 2009), entre otros.

Los nematodos entomopatdgenos se han producido
comercialmente y se han vendido en Norteamérica, este
de Europa, Asia y Australia. Muchos otros paises estan
explorando la utilizacion de NEP para el manejo biolégi-
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co de varios insectos plaga. Sin embargo, sus altos cos-
tos en comparacion con otros agentes de control hace
que se restrinjan a cultivos de alto interés comercial en
paises en desarrollo (Saenz, 2005).

Su produccién se desarrolla in vitro e in vivo. Esta ulti-
ma consiste en usar como hospedero larvas de insectos
susceptibles. El mas usado para la produccién comercial
es la polilla grande de la cera (Galleria mellonella L.), la
cual es considerada una plaga de la cera en los apiarios
en todo el mundo (Haewoon et al., 1995). La produccion
de Heterorhabditis a gran escala es dificil, ya sea in vivo
o in vitro. La in vitro requiere de tecnologia y tiene ma-
yores rendimientos de nematodos por gramo de material
sélido (medios de crecimiento) en comparacion a la in
vivo (Susurluk et al., 2013). Sin embargo, los costos aso-
ciados con tecnologias, medios solidos de crecimiento,
son mucho mayores que in vivo (Kooliyottil et al., 2013).

Las larvas de G. mellonella poseen caracteristicas
apropiadas desde el punto de vista morfolégico y fisio-
I6gico para el desarrollo de los NEP. En larvas de este
insecto los entomonematodos pueden alcanzar dos ge-
neraciones y hasta tres, como es el caso de Steinernema
feltiae (Capinera y Epsky, 1992, citado por Castillo, 1995).

Por lo antes planteado el trabajo tuvo como objetivo
lograr la produccion in vivo de nematodos entomopato-
genos a partir de larvas de Galleria mellonella.

Materiales y métodos
En la Estacion Experimental Agro-Forestal de Tercer
Frente se desarroll6 la cria masiva de Galleria mellonella
y Heterorhabditis sp. con el propdsito de usar este ultimo
en el control de la broca del café y plagas de otros culti-
vos en las plantaciones y comunidades cafetaleras.
Para ello se utilizan los siguientes materiales:

¢ Bandejas plasticas de 36 x 20 x 5,5 cm.

* Tarrinas de polipropileno.

* Balanza técnica.

e Balanza analitica.

» Estantes para colocar las bandejas (Imagen 1, B.).

e Deshumificador.

e Termohigrémetro digital para la medicion de la tempe-
ratura y la humedad relativa.

e Jaula para la cria de adulto, construida con madera y
malla antiafido. Provista de abanicos de nailon para la
ovoposicion de los adultos (Imagen 2, Ay B).
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* Dieta elaborada a partir de salvado de trigo, soya, En la figura 1 (A y B) se muestran las tarrinas con
maiz, levadura torula y miel de abeja. huevos de G. mellonella (preinfestacion) para la eclosion,

* Equipos de climatizacién (aires acondicionados y ca- y estantes con bandejas donde se colocd la preinfesta-
lefactor eléctrico) para mantener una temperatura es-  cidn con las larvas emergidas para continuar con el cre-
table entre 25 °C y 30 °C. cimiento.

Fig. 1. A: Tarrinas con preinfestacion. B: Estantes y bandejas para la cria.

En la figura 2 (A y B) se expone la jaula de cria cos de nailon colgados en el interior de la jaula para
para la reproduccion de los adultos y también abani- la oviposicién.

Fig. 2. A: Jaula de cria de adulto. B: Abanicos para la oviposicion.

La cria se inicio a partir de larvas de G. mellonella co-  probar que se encontraban libre de patégenos y parasi-
lectadas en colmenas de apiarios ubicados en areas de  toides. Posteriormente se lavaron en agua destilada y se
la CCS Jesus Menéndez en el municipio de Tercer Fren-  colocaron en bandejas con 1 kg de una dieta preparada
te. De las larvas colectadas se seleccionaron las mas abase de 400 g de salvado de trigo, 204 g de soya, 100 g
desarrolladas y se observaron bajo un estéreo para com-  de maiz, 300 g de miel de abeja (las proporciones de los
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componentes de la dieta fueron definidos basado en un
estudio realizado previamente). Una vez establecidas en
el alimento adecuado, se mantuvieron en estas condicio-
nes hasta que alcanzaron su 6ptimo desarrollo y comen-
zaron a empupar. El borde de las bandejas se cubri6 con
grasa de copilla para evitar el escape de las larvas.

Para el proceso reproductivo se colectaron los co-
cones con el estado pupal y fueron depositados en la
jaula de cria hasta que emergieron los adultos e iniciaron
el apareamiento, depositando los huevos en abanicos de
nailon colgados de la parte superior de la jaula.

Los huevos fueron colectados y depositados en tar-
rinas de polipropileno que contenian 200 g de la dieta
preparada para la cria (Fig. 7-A). Al cabo de los 15 dias
este preindculo se llevd a las bandejas con 800 g de la
dieta, donde se inicié nuevamente el proceso por varias
generaciones. Para el in6culo de la preinfestacion al
inicio de cada ciclo productivo se utilizaron 45 mg de
huevos.

Por cada lote de produccion se colectaron las larvas
en su ultimo instar. Una parte de estas larvas se destiné
al ciclo productivo, otra a la produccion de nematodos y
otra parte a la comercializacion con otras instituciones.
Se desarrollaron seis ciclos productivos por aho.

Para valorar el comportamiento de la produccion de
Galleria mellonella se evaluaron los indicadores rela-
cionados: larvas vivas, desarrollo de las larvas (lon-
gitud, diametro, peso), mortalidad y rendimiento de
NEP (juveniles infectivos obtenidos/larva de G. mello-
nella). El estudio se hizo en un periodo de seis afnos
(2011-2016).

Para el procesamiento de los datos se empled el
paquete estadistico Statgraphics 5.1. Se transformaron
los datos utilizando la ecuacion logaritmica X" =log X + 1,
segun Lerch (1977). Se realizd un andlisis de varianza,
para contrastar el comportamiento de la produccién de
G. mellonella por afo y la comparacion de las medias se
realizé utilizando la prueba de rangos multiples de Dun-
can. La normalidad de los datos se comprobd a través de
la prueba de Shapiro y Wilk (1965) y la homogeneidad
de la varianza utilizando la prueba de Levene (Brown y
Forsythe, 1974).

Se hizo un andlisis de regresion para determinar la
relacion entre la mortalidad y la cantidad de larvas obte-
nidas. Los datos se ajustaron a diferentes ecuaciones y
se selecciond la curva de mejor ajuste.
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Resultados y discusion

La produccién de larvas de Galleria mellonella man-
tuvo un comportamiento estable durante el periodo eva-
luado. Entre 2011 y 2013 no se observaron diferencias
significativas (Tabla 1), y aunque en 2014 se obtuvo un
pico de produccion (con un incremento de un 36,7 % con
relacion al afo anterior), no se diferencié de la obtenida
en 2012y 2013.

Posteriormente en 2015 la produccion volvié a decrecer,
diferenciandose estadisticamente de las obtenidas de 2012
a 2014 (Tabla 7). Esta declinacion en la produccion no se
debid a problemas bioldgicos, ni de manejo en el laboratorio,
sino mas bien al déficit de algunos de los recursos que se
requieren para la preparacion de la dieta.

La mortalidad tuvo un comportamiento similar y estuvo
relacionada con los niveles de produccion; como prome-
dio fue de un 3 % para los seis afios evaluados (Tabla 7).
Esta mortalidad puede considerarse baja, teniendo en
cuenta que por cada kilogramo de dieta se obtuvieron
entre 1250 y 1300 larvas de G. mellonella. No obstante,
es necesario continuar con los estudios que aborden el
rendimiento de las larvas por unidad de dieta, ya que
este es un aspecto que influye en el desarrollo de este
organismo (Salas, 2015). Realpe et al. (2007) proponen
como adecuada una produccion de 230 larvas por cada
300 g de dieta, con una mortalidad del 23,1 %.

Tabla 1. Comportamiento por aio de la produccién de larvas
de Galleria mellonella en el laboratorio de la Estacion Ex-
perimental Agro-Forestal de Tercer Frente

Periodo Larvas obtenidas (U) | Larvas muertas (U)
Afo 2011 171 893 bc 2927 b
Ano 2012 362 422 ab 4433 ab
Afo 2013 462 321 ab 8697 ab
Ano 2014 631910 a 16 320 a
Afo 2015 222174 ¢ 9228 b
Afo 2016 256 998 bc 11 747 ab
Es 0,79 0,13
cv 41,38 % 45,84 %

Durante el periodo estimado se produjeron mas de
dos millones de larvas de G. mellonella con un 97 % de
larvas vivas, de las cuales el 67 % se comercializaron,
el 22 % se emplearon en el ciclo productivo y un 12 %
de las larvas logradas se destinaron a la produccion de
NEP (Fig. 3).
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Fig. 3. Produccion de larvas de G. mellonella destinadas a la produccion de nematodos, comercializacion
y al ciclo productivo.

Las larvas logradas tuvieron un desarrollo adecuado entre 187 000 y 202 000 Ji (juveniles infectivos)/larva de
(Fig. 4, Tabla 2) y el rendimiento de los nematodos fue  G. mellonella.

Fig. 4. Larvas de G. mellonella obtenidas.
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Tabla 2. Desarrollo promedio de las larvas de G. mellonella logradas y juveniles infectivos

de NEP obtenido por larva

Periodo Peso (mg) Largo (cm) Diametro (cm) Jillarvas
Afo 2012 231,83 2,03 0,46 190 000
Afo 2013 233,90 2,12 0,51 200 000
Ano 2014 228,70 2,14 0,51 202 000
Afo 2015 199,83 1,97 0,47 187 000

Cabe senalar que el desarrollo que alcanza la larva de
G. mellonella permite obtener hasta mas de 200 000 Ji/
larva. Saenz y Luque (2000) lograron en larvas grandes
de este insecto entre 138 405 y 179 378 Ji/1arva; ellos
consideraron como larvas grandes las que poseian una
longitud entre 2-3 cm y un peso entre 0,25 g-0,35 g. Ro-
driguez y col. (2014) reportaron rendimientos 165 000 Ji
en larvas con mas de 18 mm de longitud.

Realpe et al. (2007) alcanzaron rendimientos de 86
250y 78 750 Ji/larvas de G. mellonella para las especies
de NEP Steinernema colombiense y Heterorhabditis
bacteriophora, respectivamente, mientras que Milstead y
Poinar (1978) informaron un rendimiento de 350 000 Ji
de H. bacteriophora.

Salas (2015), en crias desarrolladas con dietas artifi-
ciales, lograron larvas de segunda generacion de hasta
23,4 mm; 5,1 mm de didmetro y 0,293 g de peso, como
promedio.

Para lograr el desarrollo de la larva de G. mellonella,
mostrado en la tabla 2, asi como rendimientos superiores
a 1000 larvas/kg de dieta, con una baja mortalidad como
se sefald anteriormente, fue necesario precisar algunos
elementos del proceso productivo, asi como en el manejo:

* Dieta: proporcion de los componentes (20-30 % de
soya; 10 % de maiz; 30-35 % de miel de abeja y el
resto de salvado de trigo como material inerte).

* Preinfestacion con la proporcion requerida para los ni-
veles propuestos. En este caso se establecié 45 mg
de huevo.

¢ Fraccionamiento de la miel, segun las exigencias de la
camada por bandeja.

* Recoleccion de las larvas mas desarrolladas en dos
etapas por mes para evitar la competencia.

e Consignar al ciclo productivo entre un 22 %-30 % de
las larvas obtenidas.
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e Condiciones de temperatura en el laboratorio entre
25 °C y 30 °C, evitando las fluctuaciones que pueden
afectar el normal desarrollo del insecto.

Otro aspecto significativo dentro del manejo fue la re-
activacion del pie de cria, con la introduccién anual de
larvas procedentes de los apiarios (su habitat natural); de
esta forma se evitan los problemas de consanguinidad,
ya que cuando se obtienen crias sucesivas en sustratos
artificiales se observa una disminucién de la oviposicion.

Segun Arraras et al. (1986), es posible mantener sin
inconvenientes en estas condiciones, hasta aproximada-
mente siete generaciones de Galleria mellonella, a partir
de la cual comienza un decrecimiento de la fecundidad,
manifestada a través de una menor oviposicion, disminu-
cion en el porcentaje de huevos eclosionados y retardo
en el apareamiento y oviposicion de las mariposas.

La produccién de nematodos solo se comenzd a de-
sarrollar a partir de 2013, y al igual que la produccion de
G. mellonella, tuvo un incremento en 2014, disminuyendo
posteriormente. Sin embargo, la obtencion de NEP estuvo
en funcion de la demanda por el sector productivo de café
en el municipio, por lo que a partir de 2015 se tuvo que redu-
cir la produccion por la intensa sequia, que impidio continuar
con las aplicaciones en el etapa que correspondia (Fig. 5).
En el manejo de Hypothenemus hampei, los NEP se reco-
miendan para el control de las poblaciones que permane-
cen en los frutos del suelo, excedentes de la cosecha.

Los nematodos entomopatégenos fueron aplicados
en areas cafetaleras de 15 entidades de la base produc-
tiva (Tabla 3), lo que propicié una disminucion del indi-
ce de infestacién por broca del café hasta de un 75 %
aproximadamente en las areas tratadas. Paralelamente a
las entregas del bioproducto se brindé asesoria técnica y
capacitacion a los productores para una mejor aplicacion
del mismo.

acao 45



Yojana Rodriguez-Benito y col.

Fig. 5. Nematodos entomopatdgenos obtenidos en el periodo evaluado (millones).

Tabla 3. Aplicaciones de nematodos entomopatégenos (NEP) en entidades de la base productiva en el
municipio de Tercer Frente para el control de la broca del café (Hypothenemus hampei Ferr)

No. | Entidad Nombre (/r\n anoZn ‘Zs :n n:j;an ‘Z:) Z\Z‘I’,Oi‘gg
1 CCS Ignacio Pérez - 2000 -

2 CCS Jesus Menéndez - 5200 -

3 CCS José Fernandez - 2900 -

4 CCS Sabino Pupo - 800 -

5 CPA Benjamin Pardo 1570 - -

6 CPA Carlos Manuel de Céspedes - 3925 -

7 CPA José Tey - 1850 -

8 CPA Otto Parellada - 5225 4472
9 CPA VI Cumbre - 1455 -
10 GIM 24 de Febrero - 625 -
11 UBPC Arroyo Rico 4117 1500 -
12 UBPC 14 de Junio - 875 -
13 UBPC La Silla - 500 -
14 UBPC Los Baros - 750 -
15 UBPC Mario Mufioz - 1300 -

En la figura 6 se muestra el resultado del andlisis de la cantidad de larvas obtenidas y la mortalidad, para un
regresion. nivel de confianza del 99 %. El error estandar de la esti-
Dado que el p-valor es inferior a 0,01, se evidencia macién muestra la desviacion tipica de los residuos que
que existe relacion estadisticamente significativa entre  es 0,341915.
a.fe 46
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* LM: Larvas muertas. LO: Larvas obtenidas

Fig. 6. Relacion entre las larvas obtenidas y la mortalidad del insecto.

Es necesario subrayar que la tecnologia de produc-
cion empleada y el manejo desarrollado en el laboratorio
permitieron garantizar una produccién estable de larvas
del insecto de G. mellonella, 1o cual constituye el recurso
mas importante para la obtencion de los NEP. Este insec-
to brinda muy buenos resultados como biorreactor para
la produccion in vivo de estos organismos.

Segun Gomez y col. (2001), la larva de de G. mello-
nella ha sido utilizada universalmente como hospedero
para la reproduccion in vivo de los géneros de NEP Stei-
nernema y Heterorhabditis.

Cabe senalar que las larvas de G. mellonella, por su
contenido proteico y de &cidos grasos, les confieren a
los NEP obtenidos a partir de ellas atributos que elevan
su efectividad como controladores bioldgicos de plagas,
como son una mayor virulencia, persistencia en el suelo
y una elevada reproductividad.

Segun Avigon (2009), citado por Salas (2015), estas
larvas poseen alrededor de un 27 % de proteinas y un
73 % de materia grasa. Debido a estas propiedades el
insecto también es usado como dieta en la cria de ani-
males debilitados como peces, anfibios, reptiles, aves,
pequefos mamiferos, entre otros. Fusté et al. (2013) las
proponen como un componente en la dieta para la cria
de vencejo azul. La Empresa Farmacéutica (Labiofam)
en nuestro pais lo emplea en la cria de escorpiones.

Por ende, una parte importante de la produccion de
larvas fue comercializada, generando un ingreso total de
119 875,80 CUP y 19 979,30 CUP como promedio anual,
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lo que permitié garantizar la sostenibilidad econdémica
del laboratorio, contribuyendo también a la estabilidad
productiva.

Estas son alternativas que pueden ser aprovechadas
para generar ingresos y contribuir al mantenimiento eco-
némico de la produccion. De esta forma, en los periodos
donde no se aplica el NEP, o bien porque no se requiere
la aplicacion o por factores adversos del clima, se puede
mantener el flujo productivo sin incurrir en pérdidas eco-
némicas, garantizando la disponibilidad del bioproducto,
en funcién del manejo de la broca del café y otras plagas
agricolas.

Conclusiones

* Con la tecnologia de produccion empleada y el mane-
jo desarrollado en el laboratorio se produjeron mas de
dos millones de larvas de G. mellonella con un 97 %
de larvas vivas y un 3 % de mortalidad.

¢ Las larvas obtenidas mostraron un desarrollo adecua-
do, con rendimientos entre 1250 a 1300 larvas/kg de
dieta.

* Los nematodos entomopatégenos obtenidos a partir
de esta produccion de larvas fueron introducidos en
areas de 15 entidades de la base productiva para el
control de la broca del café.
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